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TABELA DE ABREVIAÇÕES 
HPAs 	 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromáticos  
CG 	 Cromatografia gasosa 
CG/EM 	 Cromatografia gasosa/espectrometria de massa 
di. 	 Diâmetro interno 
DPR 	 Desvio padrão relativo 
DCM 	 Diclorometano 
Fig 	 Figura 
t 	 Tonelada 
DIC 	 Detector por ionização de chama 
RESUMO 
Os hidrocarbonetos policiclicos aromáticos, HPAs, são compostos hidrofóbicos 
com baixa solubilidade em água. A incidência elevada de hidrocarbonetos policiclicos 
aromáticos (HPAs) associada A. toxicidade e ao poder carcinogênico de vários destes 
compostos e ao fato de serem resistentes A. biodegradação, determinaram, a 
 nível mundial, a 
inclusão 
 destes compostos na lista dos contaminantes 
 orgânicos prioritários. 
E importante o desenvolvimento de metodologias eficazes na determinação e 
monitoramento destes compostos. 
Neste trabalho identificou-se a ordem de eluição de 16 HPAs presentes em uma 
solução padrão, construiu-se as curvas de calibração para os 16 HPAs presentes na mesma 
e calculou-se a recuperação de cada fiPA após a fortificação em solo previamente 
 extraído 
em solução padrão. 
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INTRODUÇÃO 
I. 1 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromáticos(HPAs) 
A incidência elevada de hidrocarbonetos policiclicos aromáticos (HPAs) associada 
toxicidade e ao poder carcinogênico de vários destes compostos e ao fato de serem 
resistentes à biodegradação, determinaram, a  nível mundial, a inclusão destes compostos na 
lista dos contaminantes 
 orgânicos prioritários (") . 
Os HPAs encontrados em amostras ambientais podem ser de origem antrópica, e 
constituem uma grande classe de compostos  orgânicos provenientes da pirólise ou 
combustão incompleta da matéria  orgânica de origem fóssil. Significantes quantidades de 
HPAs são produzidas a partir dos 
 combustíveis fósseis e seus derivados: creosote, alcatrão, 
betumem, ou em seus processamentos como, por exemplo, o refino do petróleo e a queima 
do carvão (4) •  
As principais fontes naturais dos HPAs são os incêndios em florestas e erupções 
vulcânicas (5) •  Como exemplo pode-se citar que cerca de 2000 t/ano de HPAs são liberados 
para a atmosfera por incêndios naturais em florestas . O carvão é outra importante fonte 
natural dos HPAs, sendo que cerca de 15 - 25 % do carvão é representado por estruturas 
aromáticas. Os HPAs são formados também durante a pirólise de alguns materiais 
geralmente utilizados no lazer pelos seres humanos, como por exemplo: alimentos assados 
e defumados, a fumaça do cigarro, escapamentos de automóveis, incineradores, etc 
Apesar de muitos HPAs serem formados durante a combustão e em outros 
processos utilizados pelo homem, somente alguns HPAs são empregados comercialmente, 
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nos quais incluem o naftaleno (inseticida, repelente) e o fenantreno (intermediário nas 
sínteses de inseticidas e resinas) (6) . 
Os HPAs são hidrofóbicos com baixa solubilidade em 
 água, sendo sua afinidade 
pela fase aquosa muito baixa. Como a afinidade de HPAs por fases  orgânicas é maior que 
por água, os coeficientes de partição entre solventes  orgânicos e a agua, tal como octanol é 
grande. Sua afinidade por sedimentos e biota é igualmente grande, sendo esta a  razão pela 
qual HPAs acumulam em organismos marinhos, em sedimentos e em nosso alimento (6) . 
0 ambiente aquático também pode ser contaminado com HPAs por deposição de 
partículas do ar provenientes de efluentes industriais, plantas de tratamento de esgoto 
urbano e tratamento de Aguas pluviais. Uma avaliação na literatura tem, entretanto, 
registrado uma sobreposição dos insumos antropogênicos quando comparados aos insumos 
naturais de HPAs (7-9) 
No caso de alimentos, diferentes  níveis de contaminação por HPAs foram 
encontrados em diferentes marcas do mesmo produto e até mesmo em diferentes lotes da 
mesma marca. Em geral produtos em que são adicionados óleo de milho (margarinas, 
cremes vegetais e maionese) apresentam os maiores  níveis de contaminação (1°) . 
No DNA as "falhas" deixadas por pares de bases Adenina-Timina quando ligadas 
uma a. outra, são do tamanho exato de alguns HPAs que se infiltram entre os pares de bases, 
causando, desta forma, um defeito no modo como o DNA é "lido". Muitas vezes , tal 
"avaria"pode sofrer reparação. Ocasionalmente, quando o erro não é corrigido a ma 
interpretação do mesmo pode até levar ao câncer. Os HPAs mais citados na literatura como 
potenciais causadores de cancer são o antraceno, fenantreno e o benzo(a)pireno. No mais, a 
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maioria dos compostos aromáticos possuem testes carcinogaicos negativos, mas possuem 
características mutagénicas confirmadas (12) 
1.2 Análise por CG 
Cromatografia é um poderoso método de separação que encontra aplicação em 
quase todos os ramos da quimica. (8) .Gases ou substâncias volatilizáveis podem ser 
separados utilizando-se a técnica denominada "cromatografia gasosa". A separação baseia-
se na diferente distribuição das substâncias entre uma fase estaciondria(sólida ou liquida) e 
uma fase móvel (gasosa). 
A amostra, através de um sistema de injeção, é introduzida em uma coluna 
contendo a fase estacionária. 0 uso de temperaturas convenientes no local de injeção da 
amostra e na coluna possibilita a vaporização destas substâncias que, de acordo com suas 
propriedades e da fase estacionária, são eluidas da coluna com tempos diferentes. 0 uso 
de um detector adequado na saida da coluna torna  possível a detecção e quantificação 
destas substâncias. 
A cromatografia gasosa é uma técnica com um excelente poder de resolução e, 
além de possibilitar a separação de dezenas de substâncias presentes em uma mesma 
amostra, permite ainda determinar substâncias com concentrações bastante baixas podendo 
alcançar, em alguns casos, cerca de 10 -12g(4-9) . 
1.2.1 Padronização interna 
Neste método uma quantidade conhecida de uma substância denominada de padrão 
interno é adicionada a todas as amostras e soluções padrão, sendo, por esta razão, assim 
denominada. 0 padrão interno escolhido para este propósito, além de não poder se sobrepor 
a nenhum componente da amostra, deve pertencer à mesma função  química e seu tempo de 
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retenção deve se situar na média dos tempos de eluição entre o primeiro e o Ultimo 
componente a ser eluido. 
Substâncias utilizadas como padrões internos incluem análogos, homólogos, 
isômeros, enantiômeros, e análogos marcados isotopicamente. 
1.3 	 Análise feita por CG-EM 
Nesta técnica de  análise a substância que elui da coluna cromatográfica é ionizada a 
partir de um bombardeio causado por um feixe de elétrons de alta energia. 0 conjunto de 
fragmentos gerado passa por um filtro de massa (quadrupolo) e, em seguida, é coletado em 
um coletor de ions. A separação dos ions positivos é feita em função de suas massas (ou 
mais corretamente da razão massa carga) 13 . 
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2. OBJETIVOS 
2.1 OBJETIVOS GERAIS 
Desenvolvimento de um método cromatográfico para  análise qualitativa e 
quantitativa de ITPAs em amostras de sedimentos. 
2.2 OBET1VOS ESPECÍFICOS 
No que diz respeito aos objetivos específicos , propusemo-nos a veri ficar 
experimentalmente: 
• 0 limite de detecção dos HPAs quando analisados por cromatografia gasosa 
• A faixa dinâmica linear das concentrações 
• A precisão, recuperação e exatidão do método 
3 JUSTIFICATIVA 
E importante o desenvolvimento de metodologias eficazes na determinação e 
monitoramento de HPAs em sedimentos, principalmente porque, os mesmos  estão cada 
vez mais presentes no nosso dia a dia sendo, alguns destes compostos, potencialmente 
danosos a. saúde humana. 
12 
4. PARTE EXPERIMENTAL 
4.1 PREPARAÇÃO DAS SOLUÇÕES 
A partir de uma solução padrão 2000 mg L-1 , obtido junto à SIGMA-ALDRICH 
contendo 16 HPAs ( naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fentantreno, antraceno, 
fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, 
benzo(a)pireno, dibenzo(a, h)antraceno, benzo(g, h, i)perileno e indeno(1, 2, 3-cd)pireno), 
foram preparadas, primeiramente soluções de 2,5, 5, 10, 30, 40, 50 mg e posteriormente 
analisadas por CG e CG/EM. 
Após a etapa descrita acima foram preparadas, da solução estoque, mais cinco 
soluções de 5, 10, 20, 30, 40 mg L-1 as quais misturou-se o padrão interno, o composto 
deuterado hexadecano d 34 cuja concentração final foi 30 mg L-1 . O padrão interno foi 
preparado a partir de uma solução esotoque de 500 mg Nesta etapa a análise foi 
realizada apenas por CG. 
4.2 	 Fortificação do sedimento 
Uma amostra de sedimento extraído até a exaustão, conforme o procedimento 
descrito por Hansel, foi homogeneizada e dividida em quatro partes. De uma destas quatro 
partes pesou-se aliquotas de 5 gramas que, em seguida, foram transferidos para tubos de 
ensaio. Então o sedimento recebeu um volume de 10 pt da solução de HPAs 2000 mg L-1 , 
bem como um volume de 40 RL de solução do padrão deuterado hexadecano  d34 . 
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4.3 	 Extração 
Efetuou-se uma extração em ttiplicata com DCM , utilizando ultrasom por 20 min 
(v = 25 kHz) em cada extração. As amostras foram agitadas antes das extrações com o 
auxilio de um agitador do tipo vortex. 0 volume total de solvente utilizado em cada etapa 
da extração foi proporcionalmente 2:1 em relação ao sedimento. 0 solvente foi evaporado 
até a secura sob fluxo de N2 e depois foi adicionado um volume de 667pL de solvente 
solução para que esta adquirisse concentração final de 30 mg L-1 . 
OBS: Os reagentes utilizados em 4.1, 4.2 e 4.3 são de grau pesticida. 
4.4 ANÁLISE CROMATOGRÁFICA 
Para as análises cromatograficas cujos parâmetros estão descritos na tabela 1, foi 
utilizado um cromatógrafo a gas da marca Shimadzu, modelo GC-17A, com uma coluna 
DB1 (30m x 0,25mm d.i e espessura da fase 0,254m) equipado com um detector de 
ionização de chama (FID), em que o gas de arraste utilizado foi o nitrogênio. 
Tabela 1 - Parâmetros eromatográficos utilizados nas análises dos padrões 
Tempo de "Split" 	 30mim 
Divisão de Fluxo 	 1:40 
Fluxo do Gas de Arraste 	 1,3mL min» 
Temperatura Inicial do Forno 	 120°C 
Tempo de Isoterma a 120°C 	 5mim 
Taxa de aquecimento entre 120 - 240°C 	 4°C/mim 
Taxa de aquecimento entre 240 - 320°C 	 10°C mim.' 
Tempo de isoterma a °C 	 lmim 
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4.5 ANALISE EM CG-EM 
Utilizou-se um cromatógrafo A gás de marca Shimadzu, modelo CG14B, acoplado 
a um espectrômetro de massas da marca Shimadzu, modelo GCMS-QP2000 A (impacto de 
elétrons 70 eV), com uma coluna cromatográfica do tipo CBP1(25 m x 0,25 p..m d.i., 
0,25mm espessura de fase) no qual o gás de arraste foi o hélio. As condições 
cromatográficas foram as mesmas descritas em 4.3. 
4.6 EQUIPAMENTOS UTILIZADOS 
As amostras de sedimento foram pesadas na balança analítica METLER - 1-180 
(precisão ± 0,5 mg), já as soluções padrões foram preparadas com a auxilio da balança 
analítica METLER TOLEDO - AT21 (precisão ± 0,005 mg). 
Os equipamentos utilizados nas extrações foram: ultrasom UNIQUE - USC 1450 
(25 kHz), agitador de tubos do tipo vortex PHOENIX - AP56, centrifuga FANEN - 
EXCELSA BABY II - 206R e rota vaporizador FISATON 802 com banho termostatizado 
550D (1200W). 
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5 RESULTADOS E DISCUSS -AO 
Com o objetivo de otimizar as condições cromatográficas de 
 análise maximizando 
as areas dos picos, bem como melhorar a separação dos mesmos, utilizou-se uma solução 
de 50 mg I: 1 , chegando-se nas condições descritas na tabela 1. 
A Fig.1 mostra a ordem de eluição dos 16 FIPAs que foi deduzida através dos 
espectros de massas de cada composto (apêndice). Nota-se através da Fig.1 que alguns 
compostos estão coeluindo devido ao fato de serem iseimeros, como é o caso dos pares 
fenantreno e antraceno, benzo(a)antraceno e criseno, benzo(b)fluoranteno e benzo(k) 
fluoranteno, dibenzo(a,h)antraceno e benzo(g, h, i)perileno. Esta impossibilidade é 
provavelmente devido ao comprimento da coluna utilizada no CG/EM que foi de 25m. 
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A Fig.1 mostra os tempos de retenção e a ordem de retenção dos 16 1-113As contidos em solução de 50mg1: 1 
Estes isômeros , por apresentarem os mesmos fragmentos, não nos permite, apenas com o 
espectro de massas, dizer com exatidão "quem precede quem", por esta  razão, para estes 
compostos, foi utilizada a ordem proposta no trabalho de Gabardo e colaboradores" 
lo 
1Naftaleno 
41011 
4 Fluoreno 
2 Acenaftileno 	 3 Fluoreno 
5 Fenantrino 6 Antraceno 
A Fig.2 dá conta dos nomes dos 16 HPAs e suas respectivas estruturas. Os 
 números 
1-16 correspondem aos picos de cada FIPA da Fig. 1. 
7 Fluoranteno 8 Pireno 9 Benzo(a)antraceno 
10 Benzo(a)antraceno 	 11 Benzo(b)fluoranteno 	 12 Benzo(k)fluoranteno 
13 Benzo(a)pireno 	 14 Indeno(1,2,3)pireno 	 15 Dibenzo(a,h)antraceno 
16 Benzo(ghi)perileno 
A Fig.2 apresenta os nomes e as estruturas de cada um dos 16 HPAs contidos em solução 
de 50 mg L -1 , cuja ordem de eluição esta apresentada na Fig. 1. 
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Os espectros de massas de substancias aromáticas, de uma maneira geral, se 
caracterizam-se por picos de ions moleculares relativamente intensos. A causa do fenômeno 
é a estabilidade do sistema aromático ionizado, figura 3. Além disto os espectros, de uma 
maneira geral, são bastante limpos, prestando-se bem a determinação estrutural do 
substrato' 1) (apêndice). 
Figura 3. Estruturas de ressonância do ion molecular após o naftaleno após receber o feixe de elétrons. Urna 
de suas duplas ligações é rompida transformando-o em urn ion molecular cuja carga positiva pode ser 
distribuída pelo sistema aromático, este fenômeno acaba por deixar o ion molecular estável o suficiente para 
chegar ao detector em grande quantidade dando origem a um intenso sinal no espectro de massas. 
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Nas Figs. de 4 a 11 encontram-se as curvas  analíticas correspondentes aos 16 HPAs, 
na respectiva ordem de eluição apresentada na Fig. 1 correspondentes a dois métodos: 
• A direita encontram-se as curvas em que na obtenção das mesmas não foi utilizado o 
método da padronização interna. 
• Já as curvas à esquerda foram conseguidas a partir da utilização do padrão interno 
deuterado hexadecano d34. 
As diferenças entre os dois métodos são bastante expressivas (FIGs. 3 — 10).No caso 
das injeções sem o padrão intemo(P.I.) a ausência de repetitividade fez com que o desvio 
padrão relativo (DPR) para os HPAs ficasse em média em torno de 14%, chegando a 17% 
no caso do criseno. Estas diferenças devem-se, provavelmente, a erros relativos ao 
preparação das soluções, perda, uma vez que os volumes utilizados eram muito pequenos 
situando-se em uma faixa de 2,5 a 2011 U 1 e/ou contaminação. Uma outra possibilidade 
seria ainda a quantidade de solução injetada no cromatógrafo. Um erro desta ordem não 
nos permitiria calcular com confiabilidade a recuperação destes compostos. No caso do 
criseno o DPR, por exemplo, foi de aproximadamente 21%. 
Afim de atenuar estes erros, chamados de erros determinados, fez-se uso de um 
padrão interno. Desta forma se houvesse alguma perda durante o processo de tratamento da 
amostra e/ou erro na injeção, a  área do padrão também seria afetada proporcionalmente e 
uma vez feita a razão das áreas (área do HPA/drea do padrão) 12, os erros que, 
eventualmente estivessem causando problemas, desapareceriam. Como de fato 
desaparecem. 
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De maneira geral os resultados após a adição de P.I. se tornaram mais precisos. A 
concentração do padrão interno utilizado foi de 30 mg C. Já as concentrações dos HPAs 
utilizados nesta segunda etapa foi de 5, 10, 20, 30 e 40 mg L-1 . Em concentrações inferiores 
a 5mg L-1 os picos confundem-se com o ruído do aparelho e/ou impurezas do solvente. Já 
quando a concentração alcançou valores superiores a 50mg 1: 1 observou-se uma relativa 
perda da linearidade. 
A razão pela qual utilizamos as nesta faixa foi que, segundo Gabardo e 
colaboradores, um ambiente é tido como impactado antropicamente se apresentar  níveis de 
HPAs superiores a 10 mg kg-1 . 
A tabela 2 apresenta os resultados (percentagem) da recuperação dos HPAs a uma 
concentração de 30 mg 1: 1 adicionados em sedimentos previamente  extraídos.  
Para calcularmos as recuperações dos HPAs fez-se uma razão entre a média das 
áreas de cada HPA extraído com a média das Areas dos mesmos na solução padrão de 
30 mg I: 1 , a qual foi tomada como sendo 100% (correspondente a concentração de 
30 mg L- '). Ao se fazer a razão entre as  áreas dos HPAs medidas após a extração com a 
média das Areas do P.I. na solução padrão 30 mg 1: 1 (que em tese teria a mesma  área se o 
padrão fosse adicionado ao extrato após a extração), obteve-se uma recuperação média de 
50 %, o que não está muito distante dos números apresentados na tabela 3. 
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Tabela 2. Cálculo da média e recuperação dos 1-11PAs a 30mg I: 1 a partir de sedimento 
previamente extraído.  
FIPAsa RECUP.1 RECUP.2 RECUP.3 RECc(%) Ma 
1 1022 910 923 48,8 951,7±61026 
2 1046 829 952 62,3 975,7±6b99 
3 1089 896 943 59,9 1009±73.91 
4 1037 827 898 61,8 987,3±55.77 
5 930 742 894 57,1 922,0± 24.98 
6 1007 679 751 62,8 979,0±29.00 
7 987 660 852 52,7 933.0±71.43 
8 1060 730 913 61,2 967,7±80.41 
9 878 761 832 42,3 857,0±23.26 
1() 1002 713 892 60,2 935,7±58.39 
11 897 828 852 50,6 859,0±35.03 
12 1061 846 917 56.7 974,7±76.16 
13 1198 1090 1099 60.2 1129±59.92 
14 1239 906 1132 48,9 1125±116.6 
15 2230 2167 2197 56,9 2198±31.51 
16 1001 958 978 56 979,0±21.52 
a  = 1 naftaleno, 2 acenaftileno, 3 acenafteno, 4 fluoreno, 5 fenantreno, 6 antraceno, 7 fluoranteno, 
8 pireno, 9 benzo(a)antraceno, 10 criseno, 11 benzo(b)fluoranteno, 12 benzo(k)fluoranteno 
13 benzo(a)pireno, 14 indeno(1, 2, 3-cd)pireno, 15 dibenzo(ah)antraceno, 
16 benzo(ghi)perileno 
b => EXT.1, 2, 3, refere-se as Areas dos HPAs extraídos em triplicata. 
c => média das Areas com seus respectivos desvios padrão. 
d = 	 percentagem de HPA recuperado em cada extração pela razão entre as Areas dos picos dos HPAs 
extraídos e das Areas dos picos dos HPAs da solução de 30mg L-1 . 
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Esperava-se um alto valor de HPAs recuperados uma vez que estávamos nos detendo 
apenas uma etapa da recuperação e considerando ainda que o sedimento havia, como já 
dissemos anteriormente, sido  extraído. Todavia fomos surpreendidos, por uma baixa média 
de extração na faixa de 56%. No caso do pireno, por exemplo, Hansel( 10), recuperou, em 
condições semelhantes de 84%. Esta baixa recuperação deve-se ao fato de termos 
realizados apenas uma extração com DCM quando o recomendado são trés(12) 
Considerando que os valores de extração para os 16 HPAs se mantém relativamente 
constante (56%), a quantidade média de HPAs que deixou de ser  extraída foi de 28%. 
Os baixos valores de desvio padrão nos valores de recuperação sugerem uma boa 
repetitividade, o que nos permite perceber que a recuperação é semelhante para todos os 
HPAs, exceção feita ao naftaleno em função de sua elevada pressão de vapor(5) . 
Os HPAs que tiveram valor de recuperação inferior a 56% encontram-se em coeluição, 
como a recuperação é calculada em função da area, esta poderia melhorar se o problema da 
coeluição fosse solucionado. E provável em uma coluna maior(a que foi utilizada possui 
30 m) pudesse solucionar o problema da coeluição e por conseguinte aumentar o 
rendimento. 
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5 CONCLUSÃO 
Pode-se concluir que o método não é aconselhável para determinação de naftaleno, 
uma vez que, nem mesmo com a padronização interna se consegue-se obter uma boa 
precisão entre a medidas, o que torna eventuais valores calculados, inconfidveis 
0 método cromatográfico apresentou uma pequena faixa de variação na recuperação 
dos HPAs o que nos permite concluir que o solvente extrai todos por igual do sedimento e 
que os mesmos têm afinidades semelhantes pelo solvente (DCM). 
A recuperação dos HPAs deve melhorar se a extração dos padrões for feita três vezes com 
DCM. 	 31 
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APÊNDICE : I. ESPECTROS DE MASSAS 
Os espectro de massas mostrados no apêndice 1 encontram-se dispostos por ordem de 
eluic5o(fig. I ) 
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